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Test kometkowy. 1. Teoria i praktyka

Test kometkowy - to nowa metoda oznaczama peknig¢ nici DNA. Stanowi przydatne
narzedzie do badania uszkodzen DNA na poziomie komérkowym. Obecnie metoda tg mozna
wykryC pojedynczo- 1 podwojnoniciowe peknigcia DNA, uszkodzenia oksydacyjne, dimery
pirymidynowe 1 fotoprodukty 6-4, wigzania krzyzowe DNA-DNA 1 DNA-biatko. Metoda
znalazta zastosowanie w badaniach uszkodzen DNA 1 ich naprawy.

Comet assay. 1. Theory and practice

Comet assay is a new method for measuring DNA breakage in a single cell. The main
applications of the method are estimation of DNA single and double strand breaks, oxidative
damage, pynmidine dimers and (6-4)photoproducts, DNA-DNA and DNA-protein crosslinks.
The method is used for studying DNA damage and its repair.
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1. OGOLNE ZALOZENIA METODY KOMETKOWEJ

Czasteczka DNA eukanotycznego ma 50-100 pm dlugosci 1 musi by¢ upakowana w
jadrze o srednicy 5-10 um. Peknigcie nicc DNA powoduje relaksacje superzwinigcia 1
powstanie rozwiniete] struktury DNA, ktora mozna zmierzy¢ wizualnie lub analizujac jej
wiasciwosci sedymentacyjne. Rydberg i Johanson [1] wykazali, ze jadra poddane lizie w
warunkach alkalicznych pozostajg stosunkowo skondensowanymi strukturami, natomiast po
napromienieniu promieniowaniem jonizujacym staja si¢ bardziej rozluznione, a roziuznienie to
jest zalezne od dawki promieniowania. W celu polepszenia czutosci metody Ostling 1 Johanson
[2] poddali elektroforezie komorki umieszczone w agarozie na szkietku mikroskopowym 1
stwierdzili, ze przesunigcie DNA w kierunku anody jest proporcjonalne do dawki
promieniowania X jaka napromieniono badane komorki. Taka procedura nieznacznie
zmodyfikowana przez Singha 1 wsp. [3], ktorzy zastosowali alkaliczny (pH 11) bufor do
elektroforezy, stanowi podstawg stosowanego obecnie testu kometkowego.

Zawiesing komorek w agarozie o niskiej temperaturze krzepnigcia nanosi si¢ na
podstawowe szkietko mikroskopowe 1 po zestaleniu si¢ warstwy agarozowej komorki poddaje
si¢ lizie w obecnosci detergentu i1 elektroforezie niskonapieciowe). Po elektroforezie preparat
zobojetnia sie 1 barwi barwnikiem fluorescencyjnym interkalujacym z DNA. Wybarwiony DNA
oglada si¢ w mikroskopie fluorescencyjnym, oceniajac uszkodzenia DNA. DNA mozna
wybarwiaé takze srebrem, a uszkodzenie ocenia si¢ wtedy w zwyktym mikroskopie $wietlnym.
Zachowanie si¢ DNA tak traktowanych komorek nie jest do konca jasne; interpretacja opiera
si¢ na zatozeniu zaproponowanym w 1984 roku przez Ostlinga i Johansona [2]. Jak juz
wspomniano, DNA w jadrze komorkowym jest sciSle upakowany, jednakze wprowadzenie
pojedynczoniciowego pekniecia nicit DNA powoduje relaksacje takiej struktury. Zastosowanie
wysokiego pH 1 stezenia soli w procesie lizy 1 elektroforezy powoduje oddysocjowanie
wigkszosci bialek macierzy jadrowej oraz rozerwanie wigzan wodorowych pomi¢dzy niciami
DNA, co jeszcze bardziej ulatwia relaksacje superzwinigcia nici DNA oraz powoduje
ujawnianie si¢ tzw. miejsc labilnych w pH alkalicznym, a by¢ moze takze zniszczenie miejsc
przyczepu II rodzaju DNA do macierzy jadrowej [4]. Po przylozeniu napigcia nici DNA sa
wywlekane z jadra w kierunku anody, powodujac powstawanie tzw. "ogona" kometki. Czgsé
DNA, ktora nie ulegta uszkodzeniu, pozostaje zwiazana z macierzg jadrowg tworzac "glowe"
kometki. Catos¢ ogladana w mikroskopie fluorescencyjnym przypomina komete (rys. 1). DNA
komorek nieuszkodzonych nawet po przylozeniu napigcia pozostaje w obrebie jadra komorki
(glowa komety) zwiazany z macierzg jadrowa (rys. 2). Barwienie oranzem akrydynowym,
ktory inacze) wybarwia pojedynczo-, a inaczej podwojnoniciowe kwasy nukleinowe pozwolito
stwierdzi¢, ze w ogonie kometki znajduje si¢ gtéwnie pojedynczoniciowy DNA, natomiast w
glowie - glownie podwdjnoniciowy. Przy silnym uszkodzeniu DNA w ogonie kometki czgsto
obserwuje si¢ fragmenty DNA zachowujace strukture wyzszego rzedu i prawdopodobnie
polaczone fragmentami pojedynczoniciowego DNA.

Do oceny uszkodzen nici DNA najczgsciej stosuje si¢ pomiar wielkosci migracji DNA
(dtugos¢ kometki), stosunku S$rednicy glowy do S$rednicy ogona, S$redniej wazonej
intensywnosci fluorescenc)i catej kometki lub tzw. momentu ogonowego, ktory jest iloczynem
odlegtosci od srodka glowy do srodka ogona 1 zawartosct DNA w ogonie. Jednak
najprostszym sposobem oceny uszkodzenia DNA za pomoca testu kometkowego jest
bezposredni pomiar diugosci ogona kometki w mikroskopie fluorescencyjnym za pomoca
okularu miarowego lub pomiar dlugosci ogona kometki na zdjeciach fotograficznych. Oba
sposoby sg powszechnie uzywane w wielu laboratoriach na s$wiecie. Gedik 1 wsp. [5]
zaproponowali uproszczony sposob oceny uszkodzen DNA. Dzielg oni kometki na pigé klas
jakosciowych i okreslaja czestosé wystepowania poszczegodlnych klas w danym preparacie. Na
te) podstawie szacuja stopien uszkodzenia komorek. Gwaltowny wzrost zainteresowania
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testem kometkowym w ostatnich latach spowodowat powstanie bardziej obiektywnego
sposobu oceny wielkosci kometek, jakim jest wspomagany komputerowo system analizy
obrazu mikroskopowego. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego, poprzez kamere CCD,
przekazywany jest do komputera, gdzie nastgpuje jego obrdbka 1 ocena wybranych
parametrow kometki.

2. ZASTOSOWANIE PRAKTYCZNE

2.1. Badanie uszkodzen DNA i ich naprawy

Test kometkowy zostal wynaleziony jako test stuzacy do oceny uszkodzen DNA 1 jego
gltowne zastosowania obejmuja ocene tych uszkodzen.

Najprostszym 1 oryginalnym zastosowaniem testu kometkowego byt pomiar
pojedynczoniciowych peknie¢ DNA mierzonych w warunkach denaturujacych (pH 11) 1 ich
naprawy. Badania Singha 1 wsp. [3, 6, 7] oraz pozniejsze dobranie warunkoéw elektroforezy
przez Vijayalaxami'ego 1 wsp. [8] pozwolito ustali¢ prég czulosci metody na poziomie 0,05
Gy, a wigc na poziomie porownywalnym z najczulszymi testami cytogenetycznymi, takimi jak
test mikrojadrowy lub ocena liczby aberracji chromosomowych. Zmieniajac nieco warunki
prowadzenia testu i obnizajac zasadowos¢ buforow do hizy 1 elektroforezy Olive 1 wsp. [9]
stosowali test kometkowy do okreslania liczby podwojnoniciowych peknigé DNA 1 ich
naprawy. Najnizsza stosowang przez autorow dawka uszkadzajaca bylo 5 Gy promieniowania
X. Dla porownania standardowa dawka promieniowania X uzywana do okreslenia liczby 1
naprawy podwdjnoniciowych peknie¢ DNA metoda PFGE wynosi okoto 2 Gy [10]. Jednakze
interpretacja wynikow [9] spotkala si¢ z krytyka, poniewaz wydaje si¢, ze pojedynczoniciowe
peknigcie DNA powoduje relaksacje nici rowniez w pH obojetnym (pH 9,6). Tym ttumaczy sie
podobne wyniki oznaczania w pH alkalicznym 1 oboj¢tnym indukcji peknigc nici DNA  przez
H,0, [11].

Najwigksze trudnosci metodyczne napotkano podczas badamia uszkodzen DNA nie
bedacych peknieciami nici, takich jak dimery pirymidynowe 1 fotoprodukty 6-4 wywotane
przez UV oraz uszkodzenia oksydacyjne DNA wywotane przez aktywne formy tlenu.
Uszkodzenia takie nie powoduja relaksacji superzwinigcia chromatyny i nie moga by¢ wykryte
standardowym testem kometkowym. Dopiero uzycie specyficznych endonukleaz umozliwito
bezposrednie badanie uszkodzen DNA, innych niz pekniecia nici. Endonukleazy specyficzne
dla danego rodzaju uszkodzenia nacinaja DNA w poblizu takiego uszkodzenia, co mozna
wykry¢ za pomoca testu kometkowego Jako pierwszej, uzyto endonukleazy V faga T4
rozpoznajacej dimery pirymidynowe i miejsca apurynowe/apirymidynowe [12] do badania
uszkodzen DNA wywotanych w komorkach Hela przez promieniowanie UV-C [5]. Obecnie
na ukonczeniu s prace z zastosowaniem innych enzymoéw, takich jak endonukleaza III
(ENDO III), rozpoznajaca miejsca apurynowe/apirymi-dynowe [13] czy Fapy glikozylaza
(FPG) rozpoznajaca formamidopirymidyny i 8-oksoguaning [14].

Roéwniez posdrednio prébowano oznacza¢ inny rodzaj uszkodzen DNA nie
powodujacych relaksacji nici DNA, wiazania krzyzowe DNA-DNA 1 DNA-biatko. Oparto sie
na zalozeniu, ze wzrost liczby wiazan krzyzowych hamuje migracje¢ DNA wywotang przez
standardowa dawke czynnika uszkadzajacego [15]. Zalozenie to, chociaz wydaje sie byc
stusznym, w praktyce ma pewne ograniczenia. Przede wszystkim, niektore zwiazki chemiczne
wywoluja zardwno peknigcia nici DNA, jak 1 wigzania krzyzowe (np. formaldehyd). Ponadto,
niektore zwiazki chemiczne (np. etopozyd) powoduja powstawanie obok wiazan krzyzowych
DNA-DNA, takze wiazan DNA-biatko, ktore rowniez hamujg migracj¢ DNA. Rozroznienie
poszczegodlnych rodzajow wiazan krzyzowych mozliwe jest dopiero po trawieniu preparatu



proteinaza K. Tak wigc, chociaz potencjalnie metoda kometkowa nadaje si¢ rowniez do oceny
wiazan krzyzowych DNA to jej zastosowanie w tym przypadku wymaga dalszych badan.

2.2. Zastosowanie w medycynie

Innym waznym zastosowaniem testu kometkowego jest jego uzycie do oceny wrazliwosci
guzow na chemio- 1 radioterapi¢. Badanie takie umozliwia szybka 1 mato pracochtonna oceng
zasadnosci uzycia chemio- lub radioterapii w przypadku okreslonego nowotworu oraz
optymalizacje i kontrolowanie procesu leczenia.

2.3. Badanie genotoksycznosci réoznych zwigzkéw chemicznych

Za czynniki genotoksyczne uwaza si¢ zwiazki chemiczne, ktore powoduja uszkodzenia
DNA i/lub zmieniajq replikacje lub przekazywanie matenialu genetycznego. Najczgscie]
stosowane krotkoterminowe testy genotoksycznosci to badanie uszkodzen DNA, mutacji czy
aberracji chromosomowych. Z uwagi na swojg czutosé 1 mozliwos¢ mierzenia uszkodzen DNA
w pojedynczych komorkach test kometkowy znalazt szerokie zastosowanie do badania
genotoksycznosci in vitro 1 in vivo. Test kometkowy moze by¢ uzyty do badania
genotoksycznosci praktycznie we wszystkich typach komorek eukanotycznych, przy
zalozeniu, ze z badanego materialu mozna otrzymaé zawiesing komorek. Test kometkowy
wykorzystano migdzy innymi do oceny genotoksycznosci jondéw metali in vitro,
nitrozozwiazkéw in vivo oraz niektorych insektycydow 1 mutagendw. Poniewaz test
kometkowy umozliwia oznaczenie uszkodzen DNA w pojedynczych komoérkach, mozliwa jest
ocena zmiennosci wrazliwosci komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego [16].

2.4. Biomonitoring

Test kometkowy uzywany jest takze do oceny uszkodzen DNA w limfocytach krwi
obwodowej ludzi poddanych dziataniu réznych czynnikéw, np. oséb po wysitku fizycznym.
Poniewaz do wykonania testu potrzeba okoto 20 pl krwi, otrzymanej na przykiad przez
naktucie palca, moze on by¢ uzyty do monitorowania pracownikow narazonych na dziatanie
réznych szkodliwych czynnikow. Jednakze De Meo [17] obserwowal duze wewnatrz- 1
miedzyosobnicze zroznicowanie w doswiadczeniach in vitro na limfocytach ludzkich.
Konieczne jest wigc przeprowadzenie dokiadnego wywiadu lekarskiego przed wykonaniem
badan. Uzycie innych komoérek niz limfocyty pozwala na zmniejszenie zroznicowania.

2.5. Ocena napromienienia zywnosci

Problem szybkiego odrdznienia Zywnosci napromienionej od nienapromienionej nabiera
coraz wigkszego znaczenia, wraz z rozwojem handlu miedzynarodowego 1 coraz
powszechniejszego stosowania promieniowania jonizujacego jako metody konserwacii
roznych produktow spozywczych. Poniewaz zywnos$¢ napromieniowuje si¢ bardzo duzymi
dawkami promieniowania, test kometkowy umozliwia latwe odroznienie zywnosci
napromienionej i nienapromienionej. Badania prowadzone na zamrozonym migsie 1 szpiku
kostnym wykazaty przydatnos¢ testu kometkowego do badan tego typu [19]. Oprocz badania
produktéow pochodzenia zwierzgcego, prowadzi si¢ takze badania nad przystosowaniem testu
kometkowego do badania produktéw roslinnych.



3. BADANIA WLASNE

3.1. Material i metody

Opracowano optymalne metody przeprowadzania testu kometkowego dla ludzkich
limfocytow, komorek Hep G2 (ludzkie hepatocyty) 1 VH10 (ludzkie fibroblasty).

3.1.1. Przygotowanie komorek

Limfocyty otrzymywano z krwi pobranej z palca lub zyly od kilku réznych dawcow.
Ustalono optymalne warunki inkubacji krwi. Do pobrane; do probowki z heparyng krwi (1
jednostka/ml krwi) w ilosci okolo 30 pl dodawano 1 ml pozywki RPMI 1640 (Sigma)
wzbogacone) 10% cielece) surowicy plodowej (Hungarpol) i przetrzymywano 2,5 godziny (w
ciemnosci, w temperaturze pokojowej).

Komoérki Hep G2 1 VHI10 pochodzity z hodowl: in vitro. Nanoszenie na szkietka 1 sposdb
napromienienia byl podobny dla wszystkich typow komorek. Na powleczone 100 pl agarozy
(0,5% Agarose Typ I-A (Sigma), w wodzie redestylowanej) 1 wysuszone szkietka podstawowe
nakraplano 100 pl zawiesiny komorek w 1% agarozie o niskim punkcie topnienia (Typ VII -
Sigma) rozpuszczone] w PBS’, nakrywano szkietkiem nakrywkowym 1 ukiadano na metalowej
plycie lezacej na powierzchni naczynia z lodem. Na jedno szkietko naktadano okoto 2-5 x 10°
komorek. Po zastygnigciu agarozy zdejmowano delikatnie szkietka przykrywkowe i
napromieniano komork: na szkietkach podstawowych.

3.1.2. Warunki napromienienia

Komérki napromieniano w temperaturze 0°C za pomoca aparatu Stabilipan firmy Siemens
przy napigciu 180 kV, natezeniu 18 mA 1 filtrze Cu 1mm. Moc dawki wynosita 1,2 Gy/min.

3.1.3. Liza

Po napromienieniu szkietka natychmiast umieszczano w roztworze lizujacym: 2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tns, 1% Tnton X-100 (Sigma), pH=10 na 1 godz. w temperaturze
4°C, w ciemnosci.

3.1.4. Zastosowanie enzyméw ENDO III i FPG

Po lizie preparaty przemywano 3 x 5 min buforem (40 mM Hepes, 0,1 M KCI, 0,5 mM
EDTA, 0,2 mg/ml BSA), w temperaturze 4°C. Na szkietko nakraplano 50 pl rozcienczonego
w buforze enzymu, nakrywano szkietkiem przykrywkowym 1 inkubowano w wilgotnym
pojemniku 45 min (ENDO III) i 30 min (FPG) w temperaturze 37°C.

3.1.5. Elektroforeza

Nastepnie szkietka podstawowe umieszczano w aparacie do elektroforezy w buforze do
elektroforezy: 300 mM NaOH, 1 mM EDTA (Sigma) i inkubowano przez 40 min w
temperaturze 10°C, w celu umozliwienia denaturacji DNA. Elektroforeze prowadzono przez
25 min przy napigciu 1 V/ecm w przypadku komorek Hep G2 1 VH10 1 30 min przy napieciu
1,2 V/cm w przypadku limfocytow.

Wszystkie etapy przygotowania preparatow 1 elektroforeze prowadzono w czerwonym
$wietle w celu zabezpieczenia komodrek przed dalszym uszkodzeniem.

Po elektroforezie szkietka ptukano trzykrotnie buforem neutralizujacym (0,4 M Tris
(Sigma), pH=7,5), osuszano z nadmiaru roztworu, barwiono 1 uM roztworem DAPI (Sigma) i
nakrywano szkietkiem przykrywkowym. Preparaty pozostawiano w zamknietym pudelku,
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wylozonym wilgotng bibuta, w lodowce na okolo 20 godz. Tak przygotowane preparaty
mikroskopowe poddawano komputerowej analizie obrazu.

3.1.6. Komputerowa analiza obrazu

Obrobki obrazu komputerowego dokonywano za pomocg programu Comet v.3.0 (Kinetic
Imaging Ltd., Liverpool, UK). Program ten analizuje natezenie fluorescencji 1 na tej podstawie
oblicza dla kazdej komoérki parametry charakteryzujace wielkos¢ uszkodzenia DNA, takie jak
procentowa zawartoS¢ DNA w  gtowie” kometki, odpowiadajacej jadru komoérkowemu, oraz
w ,ogonie” kometki, odpowiadajacemu DNA migruyjacemu w polu elektrycznym; dlugosé
,,ogona” kometki oraz moment ogonowy (tail moment), czyli iloczyn procentowej zawartosci
DNA w ,,ogonie” 1 jego dlugosci.

3.2. Wyniki

Dotychczas przeprowadzone badania pozwolity na ocen¢ uszkodzen indukowanych przez
rozne dawki promieniowania X 1 nadtlenku wodoru w ludzkich limfocytach, komoérkach Hep
G2 1 VHI10. Zastosowano enzymy ENDO III 1 FPG. Ponizsze rysunki przedstawiaja uzyskane

wyniki.
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Rys.1. Uszkodzenia DNA indukowane roznymi dawkami promieniowania X w ludzkich
limfocytach kilkakrotnie pobieranych od trzech réznych dawcow, (D1, D2, D3 -
dawcy; a, b, ¢ - kolejne pobrania krwi; kontl - limfocyty nienapromienione, liza
bezposrednio po natozeniu komoérek na szkietka, kont2 - limfocyty nienapromienione,
komorki pozostaly na ozigbionej ptycie do zakonczenia napromienienia). Na rysunku
zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.2.
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Roéznice w uszkodzeniach DNA indukowanych roznymi dawkami promieniowania X w
ludzkich hmfocytach (krew pobierana z palca 1 zyly od tego samego dawcy): kontl -
limfocyty nienapromienione, liza bezposrednio po nalozeniu komorek na szkietka;
kont2 - hmfocyty nienapromienione, komoérki pozostaly na ozigbionej plycie do
zakonczenia napromienienia). Na rysunku zaznaczono odchylenie standardowe.
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Uszkodzenia indukowane promieniowaniem X w limfocytach w obecnosci ENDO 111 1
FPG: kontl - limfocyty nienapromienione, liza bezposrednio po natozeniu komorek na
szkietka; kont2 - limfocyty nienapromienione, komorki pozostawaly na ozigbionej
ptycie do zakonczenia napromienienia. Na rysunku zaznaczono odchylenie
standardowe.
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napromienionych dawka 1,5 Gy.
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Rys.5. Naprawa DNA w ludzkich limfocytach napromienionych dawka 1,5 Gy. Szybkosc

naprawy ilustruje dopasowana komputerowa krzywa wyktadnicza. Na rysunku
zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.6. Uszkodzenia indukowane roznymi dawkami promieniowania X w komoérkach Hep G2

w obecnosci i1 bez enzymow ENDO III 1 FPG (Hep G2-1,

-2, -3 oznacza kolejne

doswiadczenia). Na rysunku zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.7. Uszkodzenia indukowane roéznymi dawkami nadtlenku wodoru w komorkach Hep G2

w obecnosci 1 bez enzyméw ENDO III 1 FPG (Hep G2-1, -2, -3 oznacza kolejne

doswiadczema). Na rysunku zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.8. Uszkodzenia indukowane réznymi dawkami promieniowania X w komérkach VHI0 w

obecnosci 1 bez enzyméw ENDO III i FPG (VHIO-1, -2 oznacza kolejne

doswiadczenia). Na rysunku zaznaczono odchylenie standardowe.
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Rys.9. Uszkodzenia indukowane roznymi dawkami nadtlenku wodoru w komérkach VH10 w
obecnosci 1 bez enzyméw ENDO III 1 FPG (VHI0-1, -2, -3 oznacza kolejne
doswiadczenia). Na rysunku zaznaczono odchylenie standardowe.

4. PODSUMOWANIE

Test kometkowy wynaleziony w 1984 roku [2], a zmodyfikowany i1 wprowadzony do
powszechnego uzycia w 1988 roku [3], stanowi przydatne narzedzie do badania uszkodzen
DNA na poziomie komérkowym. Metoda tg mozna wykry¢ pojedynczo- i podwdjnoniciowe
peknigcia DNA, uszkodzenia oksydacyjne, dimery pirymidynowe 1 fotoprodukty 6-4, wiazania
krzyzowe DNA-DNA 1 DNA-biatko. Metoda znalazta zastosowanie w badaniach uszkodzen
DNA 1 ich naprawy, biomonitoringu oraz do oceny napromienienia zywnosci. Innym
ciekawym zastosowaniem metody jest ocena naprawy uszkodzen DNA in situ. Pierwsze
doniesienia wskazuja, ze testem kometkowym mozna takze bada¢ naprawe uszkodzen DNA w
uktadach bezkomoérkowych. Dotychczas badania takie wykonywano, stosujac uszkodzony
DNA plazmidowy. Uzycie nukleoidow powstajacych podczas obrdbki komoérek metoda
kometkowa ma przewage nad uzyciem DNA plazmidowego, poniewaz nukleoidy czeSciowo
zachowujg struktur¢ chromatyny, a zatem bada si¢ naprawe DNA o strukturze
przypominajacej wystepujaca w naturze.

Z uwagi na tatwo$¢ wykonania i1 niewielki koszt jednostkowy analizy oraz wiele zastosowan
metoda znajduje coraz wigcej zwolennikow w kraju i na $wiecie.
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Symbol UKD: 57.087
Symbol INIS: C11.00
Stowa kluczowe: TEST KOMETKOWY, USZKODZENIA DNA
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